Protocole de collecte des ectoparasites et endoparasites macroscopiques 

Tous les parasites isolés seront conservés dans une solution d’éthanol 70% additionné de glycérol à 5% à 4°C avant identification visuelle sous microscope et/ou loupe binoculaire ou par des techniques de biologie moléculaire.
Matériel pour la dissection de poissons et la collection des échantillons pour la détection des nématodes (vers ronds) et autres parasites

· boites de gants 

· planche à découper

· pinces, manche de scalpel et couteaux

· boites de lames de scalpel à usage unique

· pots pour laver le matériel de dissection 

· Solution Physiologique ou eau MilliQ stérile pour laver le matériel de dissection entre prélèvements

· brosse à dents pour laver le matériel de dissection en fin de journée

· portoirs pour micro-tubes Eppendorf de 2 ml

· tubes Eppendorf de 1.5 ou 2 ml , piluliers de 5, 15 ou 50 ml

· Ethanol à 70% + glycérol à 5%

· Sacs, papier aluminium

Collection des parasites (ectoparasites, copépodes, nématodes, trématodes)
1. Observer attentivement la peau, les ouies, l’intérieur de la bouche et les nageoires. Prélever les ectoparasites avec des pinces et insérer les dans les tubes différents selon l’organe, de contenance adéquate préalablement remplis avec 70% d’éthanol additionné de 5% de glycérol.

2. Ouvrir la cavité abdominale. A l'aide d’une pince fine et des ciseaux, faire une boutonnière dans la peau de l'abdomen du poisson, un peu en avant de l'orifice urinaire. Réaliser une seconde boutonnière dans la paroi musculaire de l'abdomen et inciser cette paroi suivant la ligne médiane jusqu'à la pointe du sternum. Sortir avec précaution les viscères
3. Prélever les parasites présents sur le péritoine, le foie, et les gonades et les introduire dans des tubes différents selon l’organe contenant 70 % d’éthanol et 5% de glycérol. 
4. A l'aide d’une pince fine et des ciseaux ouvrir l’estomac et les intestins afin d’observer la présence de nématodes (vers ronds) ou de trématodes ou cestodes (vers plats), les prélever et les conserver dans l’éthanol glycérolé dans des tubes différents  selon l’organe. Prélever également tous les parasites visibles à la surface de ces organes et les mettre de façon identique dans l’éthanol glycérolé et dans des tubes identifiés.

5. Conserver les poissons éviscérés soit à 4°C, soit dans la glace ou congelés avant d’isoler les parasites présents dans la chair (filets), 

6. Isoler les parasites des muscles soit par dissection fine, soit par digestion à la pepsine. Si l’isolement est réalisé par dissection fine, tous les parasites macroscopiques pourront être isolés. Si la séparation des parasites des tissus est réalisée par la méthode de digestion, ce seront essentiellement les larves de nématodes qui seront isolées.

Isolement des nématodes présents dans les filets par la méthode de digestion à la pepsine

Les nématodes sont isolés des filets de poisson par digestion des muscles à la pepsine en milieu acide. Les conditions de digestion correspondent aux conditions rencontrées dans les voies digestives des mammifères et garantissent la survie des nématodes si le poisson préalablement éviscéré n’a pas été congelé avant digestion.  

La procédure décrite ci-dessous correspond partiellement à la méthode de la détermination de la viabilité des nématodes décrite dans l’annexe I de la norme CODEX STAN 244-2004.

Matériel et réactifs

· Tamis – largeur des mailles : 0,5 mm

· Agitateur magnétique avec une plaque chauffante équipée d’un thermostat ou étuve à 37°C avec agitation

· Pepsine 2000 FIP-U/g

· Acide chlorhydrique

Solution

A : Pepsine à 0,5 % (w/v) dans 0,063 M HCl

B : Ethanol 70% et glycérol 5%

Procédure

1. Mettre en pièce les filets et placer les dans un bécher contenant la solution A à raison de 1 L pour 200 g de chair. Chauffer le mélange à 37°C pendant 1 à 2 h avec une agitation lente continue.

2. Après digestion complète*, la solution est décantée à travers un tamis et le contenu du tamis est rincé à l’eau

3. Les nématodes isolés sur le tamis sont transférés au moyen de pinces dans des tubes contenant 70% d’éthanol et 5% de glycérol.

* Si la chair n’est pas complètement hydrolysée, le mélange est versé sur un tamis, lavé avec de l’eau, les nématodes isolés sont prélevés et la chair restante est replacée dans un bécher avec  de la solution A 

